吉非替尼（gefitinib, ZD1839）是近年来肿瘤靶向治疗成功的典范，属于EGFR受体酪氨酸激酶抑制剂，目前主要应用于晚期非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer, NSCLC）的临床治疗^\[[@b1]\]^。吉非替尼从研发到临床应用以来，药物疗效相关因素的研究就一直是热门。研究^\[[@b2]\]^提示遗传相关因素可能是影响吉非替尼疗效的关键性因素。而单核苷酸多态性是最常见的遗传变异形式，也是导致许多药物疗效个体差异的重要因素^\[[@b3]\]^。本课题组曾通过药物靶标基因-表皮生长因子受体（epidermal growth factor receptor, *EGFR*）基因的全基因筛选策略，发现*EGFR*基因rs2293347多态可能与吉非替尼的疗效相关^\[[@b4]\]^，为此进行了深入的临床研究。

1. 材料与方法 {#s1}
=============

1.1. 临床资料 {#s1-1}
-------------

用于单核苷酸多态性分析的病例均来自中国医学科学院肿瘤医院2004年1月-2006年12月接受吉非替尼单药治疗的晚期NSCLC患者，共88例。所有患者均经组织学或细胞学诊断，治疗前均具有可测量的靶病灶。其中男性39例，女性49例，中位年龄56岁（34岁-76岁）。患者PS评分均为0分-1分，80.5%的患者为非吸烟者，80.5%的患者为腺癌，其余19.5%为鳞癌或大细胞癌。所有患者均接受了吉非替尼的单药治疗，其中47例为二线治疗，41例为三线治疗。均采用RECIST标准评价近期疗效，1例患者达到完全缓解（complete response, CR），32例患者达到部分缓解（partial response, PR），21例患者接受吉非替尼治疗后病情稳定（stable disease, SD）超过24周，其余34例患者在治疗24周内出现病情进展（progressive disease, PD），总体有效率为37.5%，将CR、PR、SD定义为吉非替尼治疗有效（临床获益），PD患者定义为治疗无效，临床获益率为61.4%。

1.2. rs2293347基因分型 {#s1-2}
----------------------

采用PCR-RFLP（限制性片断长度多态）的方法进行基因分型。分别采集所有患者抗凝外周静脉血2 mL，酚-氯仿法提取模板DNA。采用PCR的方法扩增*EGFR*基因第25外显子片段，PCR反应的引物分别为5'-ATGAGGTACTCGTCGGCATC-3'和5'-GAACCAAGGGGGATTTCATT-3'，产物大小为244 bp。25 μL PCR混合液中含0.1 μg模板DNA，引物浓度0.4 μmol/L，扩增条件为：95 ℃预变性2 min后，于94 ℃ 30 s、60 ℃ 30 s和72 ℃ 30 s进行40个循环，最后72 ℃延伸7 min。PCR产物采用限制性内切酶Tfi Ⅰ进行酶切，酶切温度60 ℃，酶切产物经凝胶电泳分析，读取基因型。

1.3. 统计学分析 {#s1-3}
---------------

所有资料应用SPSS 12.0软件进行统计学分析，rs2293347基因型与临床特征及近期疗效关系的分析采用χ^2^检验，生存分析采用*Kaplan-Meier*方法，*P* \< 0.05为差异有统计学意义。

2. 结果 {#s2}
=======

2.1. rs2293347基因分型结果 {#s2-1}
--------------------------

采用PCR-RFLP法对88例晚期NSCLC患者的外周血DNA进行了rs2293347基因分型。其中GG基因型63例，占71.6%；GA基因型24例，AA基因型1例，GA/AA基因型占28.4%。

2.2. rs2293347基因型与患者临床病理特征及吉非替尼近期疗效的关系 {#s2-2}
--------------------------------------------------------------

在88例接受吉非替尼单药治疗的晚期NSCLC患者中，将rs2293347不同基因型与患者临床病理特征以及吉非替尼的近期疗效进行分析，结果发现携带GG基因型的63例患者中，CR 1例（1.6%），PR 28例（44.4%），SD 16例（25.4%），PD 18例（28.6%），临床获益率为7 1. 4 %；携带A A基因型患者仅为1例，吉非替尼的临床疗效为PD；携带G A基因型患者为24例，其中PR 4例（16.7%），SD 5例（20.8%），PD 15例（62.5%），临床获益率仅为37.5%；携带GA/AA基因型患者临床获益率为36.0%。所有治疗有效的患者中，GG基因型占83.3%，GA/AA基因型占16.7%；所有治疗无效的患者中，GG基因型占52.9%，GA/A A基因型占47.1%。rs2293347基因型与吉非替尼的近期疗效密切相关（*P*=0.002），但是与患者的年龄、性别、PS评分、吸烟状况和病理类型均无明显相关性（[表 1](#Table1){ref-type="table"}）。

###### 

88例吉非替尼治疗患者临床特征与EGFR基因rs2293347基因型的统计分析

Stratification analysis of EGFR rs2293347 genotypes and clinical characteristics in 88 NSCLC patients treated with gefitinib

  Characteristic           rs2293347 genotype   *P*         
  ------------------------ -------------------- ----------- -------
  Age (years)                                               0.469
     \< 60                 35 (68.6)            16 (31.4)   
    ≥60                    28 (75.7)            9 (24.3)    
  Gender                                                    0.661
    Male                   27 (69.2)            12 (30.8)   
    Female                 36 (73.5)            13 (26.5)   
  WHO performance status                                    0.802
    0                      16 (69.6)            7 (30.4)    
    1                      47 (72.3)            18 (27.7)   
  Smoking status                                            0.597
    Non-smoker             49 (70.0)            21 (30.0)   
    Smoker                 13 (76.5)            4 (23.5)    
  Histological subtype                                      0.677
    Adenocarcinoma         50 (71.4)            20 (28.6)   
    Other^a^               13 (76.5)            4 (23.5)    
  Gefitinib therapy                                         0.759
    2nd line               33 (70.2)            14 (29.8)   
    3rd line               30 (73.2)            11 (26.8)   
  Clinical response                                         0.002
    Nonresponder^b^        18 (52.9)            16 (47.1)   
    Responder^c^           45 (83.3)            9 (16.7)    

2.3. rs2293347不同基因型患者的预后 {#s2-3}
----------------------------------

rs2293347 GG基因型NSCLC患者经吉非替尼治疗后，中位无进展生存期（progression free survival, PFS）为10个月，而rs2293347 GA/AA基因型患者的中位PFS为3个月，两组相比有统计学差异（*P*=0.005）。GG基因型患者的中位总生存期（overall survival, OS）也比GA/AA基因型患者长（22个月*vs* 14个月），但两组间差异无统计学意义（*P*=0.409）。

3. 讨论 {#s3}
=======

分子靶向治疗是近年肿瘤治疗学领域新的里程碑，特异性抑制肿瘤细胞是分子靶向治疗区别于传统化疗药物的关键性特征，也正是这一特征，使得靶向治疗适应人群的选择性远比传统化疗要严格。另外，目前靶向治疗药物十分昂贵，盲目地滥用靶向药物是对医疗资源的极大浪费，这也要求靶向治疗只能选择性地应用于少数最可能获益的患者人群。因此，如何预测分子靶向治疗的疗效以及选择最可能获益的目标人群，成为当前肿瘤靶向治疗领域亟待解决的关键性临床问题。

在吉非替尼的临床实践中，探寻疗效预测指标一直是研究热点。目前认为亚裔、女性、腺癌或无吸烟史的NSCLC患者往往对吉非替尼比较敏感^\[[@b5]\]^；EGFR的表达、酪氨酸激酶活性以及EGFR下游信号转导也可能影响了药物的敏感性^\[[@b6]\]^。另外，*EGFR*基因的突变与吉非替尼敏感性密切相关^\[[@b7]\]^。

以上药物疗效相关因素研究中，不同研究者得到的结论不尽一致，甚至有些研究结论互相矛盾^\[[@b1],\ [@b8]-[@b10]\]^，因此这些指标在临床应用于预测吉非替尼药物疗效前还需要更为大宗的临床研究加以证实。此外以上指标并不能全面解释吉非替尼疗效的个体差异。其它一些指标的检测例如突变，操作烦琐、费用昂贵、肿瘤组织来源困难，均限制了其临床广泛应用。因此，寻找简便、经济、准确性高的吉非替尼疗效预测指标，对于指导NSCLC合理的个体化分子靶向治疗具有重大的临床意义。

目前研究提示遗传变异主要为基因多态性可能是吉非替尼药物疗效差异的主要来源。本研究组前期曾开展了吉非替尼疗效相关的多态性研究^\[[@b11]\]^，主要集中在重复序列数目差异（VNTR）。对NSCLC患者*EGFR*基因第1内含子区CA双核苷酸单序列重复（CA-SSR）多态性进行了基因分型，结果发现携带短CA重复序列的患者吉非替尼的近期有效率明显高于携带长重复序列的患者，但是CA-SSR多态性并不能影响吉非替尼治疗后患者的无进展生存和总生存情况。

在人类基因组中数量庞大的单核苷酸多态（single nucleotide polymorphism, SNP）才是个体间遗传差异的主要来源。借助于高密度SNP图谱的绘制和高通量基因分型技术的发展^\[[@b12],\ [@b13]\]^，我们曾针对药物靶标开展了全基因功能性SNP筛查，结果发现*EGFR*基因SNP位点rs2293347的基因型与吉非替尼的临床疗效可能相关^\[[@b4]\]^。本研究进一步确定了这种相关性，并且发现rs2293347还与患者的无进展生存密切相关。rs2293347作为同义SNP，位于*EGFR*基因第25外显子这一功能活性区，但是并没有导致EGFR受体氨基酸的改变（D994D）。虽然许多同义SNP也可影响mRNA稳定性、转录或剪切，从而影响蛋白表达、结构或功能^\[[@b14]-[@b16]\]^。但是rs2293347是否通过影响EGFR受体功能而对吉非替尼疗效产生影响，确切的机制也有待于进一步的研究。

另外，SNP作为遗传标记物预测吉非替尼的疗效，在某些方面具有优于传统预测指标（*EGFR*基因突变）的优势。目前临床上能够获得基因突变检测标本的患者仅约20%（来自ISEL研究的数据）^\[[@b17]\]^，而所有患者均可以获得SNP检测的外周血标本，并且SNP检测流程相对简便、成本低廉。当然，rs2293347能否最终应用于临床，补充甚至替代现有疗效预测指标，还有待大宗的前瞻性临床研究证实。
